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搞 要。 本 文 报道 运用 Giemsa 染色 、C- 带 显 带 、NOR- 显 带 和 多 种 限制 性 内 切 酶 消化 对 草 

鱼 三 售 体 的 染色 体 进 行 分 析 。 其 中 ， 内 切 酶 Hae 仁和 Hind 严 等 使 染色 体 产生 G- 带 ， 其 余 内 

切 酶 产生 与 常规 C- 带 不 同 的 分 化 ， 即 所 谓 修饰 C- 带 。 实 验 结 果 表 明 。 限制 性 内 切 酶 可 使 鱼 

类 染色 体 产生 多 种 带 型 se GF 与 进化 。 

关键 旋 -和 色 体 旦 带 限制 性 内 切 醇 ,三 售 体 ， 草 鱼 

作为 现代 分 子 生 物 学 和 基因 工程 中 的 重要 工具 ， 限制 性 内 切 酶 [REsw， 广 泛 用 于 原核 
及 真 核 生物 的 DNA 研究 。 有 趣 的 是 ，REs 的 的 识别 及 切割 作用 并 不 仅 限 于 提纯 的 核酸 ， 
也 可 作用 于 固定 过 的 和 染色体 标本 ， 尽 管 染色 体 是 一 由 蛋白 质 和 DNA 包装 形成 的 高 度 复 杂 
的 结构 。80 年 代 初 期 ，Lima-de-Faria 等 首先 报道 了 REs 对 赤 麻 (Mtzaniiacrs muntiak) 中 
期 染色 体 的 消化 作用 。 此 后 ，REs 被 逐渐 用 于 各 类 生物 染色 体 ( 质 ) 的 结构 研究 ， 在 多 重 带 
分 化 、 特 异 基因 的 显示 、 娄 色 体 高 级 结构 及 生物 进化 等 方面 均 取 得 了 富有 意义 的 成 果 
(Lopez-Fernandez 等 ，1991， 张 思 促 等 ，1989，Ren Xiuhai 等 ，1991a; Schmid 等 ， 
1988)。 

关于 鱼 类 的 染色 体 REs 显 带 研究 近年 也 逐渐 增多 。 但 迄今 为 止 ， 在 大 多 数 工作 中 ， 
REs 消化 仅 显示 结构 异 染 色 质 及 核 仁 组 织 区 等 染色 体 的 局 部 区 域 ， 而 无 多 重 带 的 成 功 诱 
导 。 为 此 ， 德 国 著名 两 栖 类 遗传 学 家 Schmid 等 普 得 出 结论 “限制 性 内 切 酶 不 能 使 冷血 肴 
椎 动物 一 一 鱼 类 和 两 栖 类 染色 体 产 生 多 重 带 (Schmid 等 ，1988)。 为 进一步 探讨 RE, 对 鱼 
类 染色 体 的 作用 效果 ， 我 们 采用 多 种 限制 性 内 切 本 并 结合 常规 分 析 对 草鱼 三 倍 体 染色 体 进 
行 了 研究 。 
1 材料 和 方法 


实验 用 草鱼 (Ctenophryngodon idelius) 购 自 武汉 市 集 贸 市 场 。 染 色 体 制备 采用 常规 肾 
细胞 得 期 培养 法 ( 余 先 觉 等 ，1989)。 收 获 的 细胞 以 甲醇 : 冰 乙 酸 (3 : D 固 定 3 次 ， 每 次 
20 min， 然 后 以 4C 节 饮 水 保存 的 载 玻 片 滴 片 ， 空 气 干燥 后 ， 置 于 标本 盒 内 以 4C 保存 备 
用 。 

限制 性 内 切 酶 Hina 亚 、Rae 亚 、4 下 工 _ 互 ma 开 及 Msp 工 均 购 自 华 美 生 物 工 程 
公司 。 酶 反应 液 配 制 按 厂商 说 明 ， 酶 终 浓度 为 100 一 1000 AZ ml。 以 新 鲜 制 备 的 染色 体 标 
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本 (片花 2 一 5 天 ) 进 行 酶 切 消化 。 具体 操作 见 文献 (Ren Xiuhai 等 。1991 a)。 

有 关 的 核 型 分 析 和 C- 带 显 带 工作 均 按 文献 ( 余 先觉 等 ，1989)。 
2 结果 和 讨论 
2.1 三 倍 体 草 鱼 个 体 的 发 现 

统计 分 析 表 明 ， 本 工作 所 用 的 1 尾 草鱼 具有 一 特殊 的 染色 体 数目 ， 常 规 Giemsa 染 
色 、C- 带 显 带 、 核 仁 组 织 区 (NOR) 及 内 切 酶 显 带 分 析 均 证 明 ， 其 为 一 三 倍 性 个 体 ， 核 型 
组 成 为 ，3n=7?2= 27m+36sm-H9st。 除 每 组 有 3 条 同 源 染 色 体 外 、 其 常规 核 型 、C- 带 、 
NOR- 带 ( 见 图 1 一 3) 均 与 已 报道 的 二 倍 体 个 体 相似 (Ren Xiuhai 等 ，1991b: 1992)。 该 尾 
草鱼 重 约 50 g， 因 故 未 能 检测 其 性 腺 发 育 情况 。 此 外 .也 不 能 确定 其 是 由 无 然 产 生 的 还 
是 人 人 工 因 素 所 致 。 然 而 ， 在 进行 两 性 生殖 的 二 倍 体 群体 中 发 现 三 售 体 个 栖 却 是 十 分 罕见 的 
(Morellis 等 ，1983)。 i i 
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图 1 三 售 体 草鱼 的 Giemsa 染色 分 裂 相 ‘a) 及 核 型 ‘b) 
Fg 1 Giemsa—staned metaphase 43) and karyotype (b} of a triploid grass carp 
刻度 为 5 umlBar=5 nml 
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图 2 三 倍 体 草鱼 的 C- 带 (al 和 NOR- 带 (b] 核 型 
Fig. 2 Karyotypes of C-banding {a) and NOR-banding {bt of the triploid grass carp 





(bj 中 划 线 者 为 NDR 巢 色 体 [the NODR-bearing chromosomes were underlined (b)]; 
刻度 为 5 um{Bar= 5 um1 


2.2 限制 性 内 切 酶 的 作用 

各 种 限制 性 内 切 酶 的 识别 序列 及 作用 结果 见 表 1， 两 种 内 切 酶 显 带 核 型 见 图 3。 

限制 性 内 切 酶 Hae 下 及 五 id 三 均 使 染色 体 产生 了 清晰 的 G- 带 分 化 (图 3)， 在 较 长 
的 染色 体 上 尤为 明显 ， 而 且 这 两 种 醇 所 产生 的 G- 带 是 相似 的 。 与 C- 带 对 比 发 现 ， 结 构 
异 染 色 质 对 应 于 这 两 种 酶 所 产生 的 深 染 区 。AA 了 也 产生 一 G- 带 分 化 ， 同 功 酶 Msp 了 及 
互 pe 工 虽 也 诱导 多 重 分 化 ， 但 总 体 上 是 产生 一 些 与 常规 C- 带 不 同 的 局 部 分 化 ， 即 所 谓 收 
饰 的 C- 带 。 这 两 种 酶 的 显 带 结 果 间 也 有 差异 ， 可 能 反映 出 不 同 染 色 体 区 域 DNA 甲 基 屁 
程度 的 差异 (Lopez- Fernandez 等 ，1991)。 因 此 ， 综 合 各 种 酶 及 显 带 方法 的 结果 ， 可 以 分 
析 染 色 质 及 DNA 的 结构 特征 。 
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3 ” 根 制 性 内 切 酶 Ha 亚 (a) 及 Hae 了 和 Hae 亚 tb) 显 带 核 型 
Fig. 3 Chromosomal banding karyotypes by restriction enzymes Hind I[la) and 
五 ae I[[ib) respectively 
刻度 为 5 pmtBar=5 pm) 


鱼 类 等 在 基因 组 结构 上 与 进化 上 高 等 的 哺乳 类 和 鸟 类 不 同 。 这 被 部 分 学 者 认为 是 鱼 类 
等 染色 体 多 重 带 显 带 失 败 的 原因 (Schmid 等 ，1988)。 我 们 的 工作 则 表明 ， 应 用 限制 性 内 
切 酶 诱导 鱼 类 染色 体 产 生 G- 带 分 化 是 完全 可 能 的 。 至 于 我 们 应 用 REs 使 鱼 类 染色 体 诱 
导出 G- 带 分 化 的 原因 ， 可 能 是 多 方面 的 。 现 已 表明 ，REs 对 染色 体 的 作用 受 多 种 因素 的 
影响 (Lopez-Fernandez 等 ，1991; 张 思 仲 等 ，1989; Ren Xiuhai 等 ，1991 a) 。 我 们 认 
为 ， 染 色 体 制备 过 程 及 酶 消化 的 某 些 细 节 也 是 其 中 的 重要 因素 。 例 如 ， 加 大 固定 剂 中 冰 乙 
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酸 的 比例 ， 则 可 使 酶 的 作用 降低 或 完全 失去 作用 。 降 低 酶 量 、 延 长 作用 时 间 ! 应 注意 酶 的 
活性 问题 ) 则 可 能 获得 较 好 的 结果 。 





表 1 限制 性 内 切 酶 及 其 对 草鱼 染色 体 的 作用 
Tahb , 1 Restriction enzymes and their effects on 


the metaphase chromosomes of ©C. idelius 





限制 性 内 切 酶 识别 序列 染色 栖 带 型 
Alu 1 -AG’‘CI— G 

Hue 讶 -GGCC- G 
Hinad 廿 -AAGCTT- G 
Hpall _CCGG- mC+G" 
Mspl -CCGG*— mC 





注 ，1) mC+G= 肯 饰 的 C- 及 G- 带 (mC+G=modified C-plus G-band) 
2) Cm= 隐 喀 啶 (C) 残 基 甲 基 化 (Cm = internal cytosine methylated} 
3) m= 修 怖 的 C- 带 ImC= modified C-band) 
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CHRONMOSONMNMAL RESTRICTION ENDONUCLEASE 
DIGESTION OF A TRIPLOID GRASS CYPRINID 
(Crenopharyngodon idellus) 


Ren Xiubhat 
(Srhen? vf Li Sciwnres, Shanghar Cniversity, Shunghai 20]800) 


Abstract 


In this paper, we report on the cytogenetic detection of a triplotd of Clienophryngodon 
idellus by restriction endonuclease digestion and conventional banding techniques. Restric- 地 
tion enzymes Hiue I[[, Ailul Irecognizing four base sequences respectively) and Hind I 
{recognizing a six base sequence) induced linear differentiations {G-bands). The 
isoschizomers Hpall and Mapl which recognize 4 base sequences resulted in modified 
C-bands differing from those produced by conventional C-banding. These findings clearly 
show that restriction endonucleases are capable of producing G—banding patterns in fish 
chromosomes and that restriction enzyme digestion can be very useful in the analysis of fish 
chromatin organizatin. 


Key words Chromosomal banding. Restriction endonucleases, Triploid, Cyprinid 
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《 抚 仙 湖 鱼 类 生物 学 和 资源 利用 》 简 介 


由 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研 究 所 杨 君 兴 研 究 员 和 陈 银 瑞 副 研究 员 合 撰 的 《 抚 仙 源 鱼 类 生物 学 和 资源 利用 》 一 书 ， 已 
于 1995 年 12 月 由 云南 科技 出 版 社 出 版 。 抚 仙 湖 是 云 趴 高 原 上 一 颗 璀 璨 的 明珠 ， 是 我 国 第 二 深水 渐 ， 共 有 土著 鱼 类 25 
种 (包括 ] 新 种 )。 书 中 概述 了 抚 仙 渭 鱼 类 和 湖广 研究 的 历史 ，、 湖 泪 的 自然 地 理 ， 并 应 用 调查 到 的 第 一 手 资料 ， 在 进行 
鱼 类 分 类 的 基础 上 表述 了 每 个 种 的 生物 学 特性 、 种 间 关 系 及 其 对 湖泊 环境 的 适应 性 ， 分 析 了 鱼 类 区 系 组 成 及 其 动物 地 a 
理学 特征 ， 阐 述 了 浙 泊 环境 对 鱼 类 物种 多 样 性 的 影响 ， 探 讨 了 镰 贸 白 鱼 和 云南 倒 刺 名 的 物种 形成 及 其 所 略 两 大 类 群 的 
系统 发 育 ， 最 后 提出 以 浙 泊 的 综合 利 利用 和 优化 环境 为 前 担 、 以 发 展 痕 彤 白 鱼 等 十 著 鱼 类 为 主要 渔业 对 象 、 以 人 工 放 
流 鱼 苗 种 和 自然 增殖 相 结合 的 方法 ， 作 为 抚 仙 湖 渔 业 发 展 的 新 模式 .该 模式 既 考虑 到 湖泊 和 鱼 类 的 生物 学 特点 ， 又 体 * 
现 了 可 持续 发 展 的 经 济 现 。 本 书 是 目前 论述 抚 仙 湖 鱼 类 生物 学 和 渔业 利用 较 系统 的 一 部 专著 。 书 中 主要 论点 是 两 位 作 
者 在 先后 获得 国家 自然 科学 基金 、 中 国 科学 院 分 类 区 系 特 别 支 持 费 及 云南 省 应 用 基础 研究 基金 资助 情况 下， 历时 7 年 
的 研究 所 取得 的 主要 成 果 。 
中 国 科 学 院 院 士 、 中 国 科学 院 副 院 长 陈 宜 瑜 教授 为 本 书 撰 序 ， 序 中 生动 而 精 风 地 论述 国内 外 进展 及 评价 该 书 内 容 
特点 后 写 道 :“ 本 书 主 要 作者 杨 君 兴 博 士 是 我 国 已 故 著 名 鱼 类 学 家 褚 新 党 教 授 的 学 生 、 陈 银 瑞 先生 则 是 褚 先生 多 年 的 同 
事 。 李 项 研究 慑 和 广 了 祖 新 洛 先生 腊 年 的 心血 ， 也 部 分 体现 了 他 的 学 术 思 想 。 李 书 的 出 版 既 表 达 了 作者 、 也 表达 了 国内 
鱼 类 学 界 同 仁 对 褚 新 洛 教 授 毕 生 功 绩 的 缅怀 "。 这 情 深 意 切 的 感怀 ， 道 出 作者 和 同仁 们 的 共同 心声 。 
全 书 约 33 万 字 ， 附 图 67 幅 、 表 79 幅 及 详细 的 英文 摘要 。 平 装 彩 色 过 塑封 面 。 每 册 售 虱 35.60 元 { 免 收 邮寄 包装 
挂号 费 !。 和 欲 购 者 请 与 中 国 科学 院 屁 明 动物 研究 所 陈 银 瑞 先生 联系 。 联 系 地 址 ;昆明 市 教 场 东 路 32 号 ”邮编 650223 


